近年来多发性骨髓瘤（MM）患者的缓解率和缓解深度得到很大改善，超过50%的患者可以达到完全缓解（CR）。而长期的临床实践结果表明，获得传统意义CR的MM患者预后有很大差异，有的患者在2年内复发，而有的患者可获得长期生存。微小残留病（MRD）的评估实现了对个体治疗的严密监控和对预后更加精确的判断[@b1]--[@b2]。本研究中，我们采用8色多参数流式细胞术（MFC）检测54例新诊断MM（NDMM）患者在达到最佳疗效时MRD状态并评估其预后意义。

病例与方法 {#s1}
==========

1．病例资料：回顾性分析我院2015年1月至2017年12月收治的54例NDMM患者资料。诊断及疗效判定符合《中国多发性骨髓瘤诊治指南（2015年修订）》标准。确诊后患者接受CTD（环磷酰胺+沙利度胺+地塞米松）或PCD（硼替佐米+环磷酰胺+地塞米松）方案进行治疗。CTD方案：环磷酰胺300 mg·m^−2^·d^−1^第1、8、15天，地塞米松40 mg/d第1\~4、9\~12天，沙利度胺100 mg/d，21 d为1个疗程。PCD方案：硼替佐米1.3 mg·m^−2^·d^−1^第1、4、8、11天，环磷酰胺300 mg·m^−2^·d^−1^第1、8、15天，地塞米松20 mg/d第1\~2、4\~5、8\~9、11\~12天，21 d为1个疗程。所有患者均至少接受4个疗程诱导化疗，后续根据疗效评估、患者意愿选择外周血自体造血干细胞移植（ASCT）、原方案巩固化疗或维持治疗。

2．8色MFC检测MM患者MRD情况：用8色（CD38 PBE/CD56 A750/CD19 PerCP-Cy5.5/CD138 APC/CD45 KO/CD27 Pe-Cy7/cκ FITC/cλ PE）MFC对达到CR或严格意义的完全缓解（sCR）患者进行MRD分析。建立FSC/SSC点图，分析CD38^+^CD138^+^门内细胞，根据CD19和CD56表达，确定CD19^+^CD56^−^为正常浆细胞（nPC），CD19^−^CD56^+^为异常浆细胞（aPC），进一步分析aPC及nPC门内细胞cκ/cλ比值，cκ/cλ比值\>3.0或\<0.3定义为克隆性浆细胞（cPC）。获取500 000个细胞，cPC细胞最低50个，灵敏度为0.01%。

3．随访：通过门诊或住院资料查阅及电话联系进行随访，随访截至2018年6月，中位随访19个月。总生存（OS）定义为确诊至患者死亡或末次随访时间。无进展生存（PFS）定义为患者从接受治疗开始到疾病进展或死亡时间。

4．统计学处理：采用SPSS 23.0和GraphPad Prism 5.0软件进行统计学分析。患者临床特征的比较采用Mann-Whitney *U*检验或*χ*^2^检验，生存分析采用Kaplan-Meier法，组间比较采用Log-rank检验；多因素分析逐步Cox比例风险模型。双侧*P*≤0.05为差异有统计学意义。

结果 {#s2}
====

1．MRD阴性与阳性患者组间比较：8色MFC检测结果显示，MRD阴性患者36例，MRD阳性患者18例，两组主要临床特征见[表1](#t01){ref-type="table"}，在性别、年龄、HGB、白蛋白（ALB）、血清肌酐（sCr）、血清LDH、血清钙（Ca^2+^）、最佳缓解状态间的差异均无统计学意义（*P*\>0.05），而MRD阳性患者β~2~微球蛋白（β~2~-MG）明显高于MRD阴性患者\[6.02（2.28\~35.90）mg/L对3.37（0.40\~31.70）mg/L，*P*=0.005\]。MRD阴性与阳性患者生存比较见[图1](#figure1){ref-type="fig"}，两组中位OS时间均未达到，中位PFS时间分别为16.8（95% *CI* 13.1\~21.0）个月、未达到（*P*\<0.001）。两组患者的2年OS率分别为94%、88%（*P*=0.060），2年PFS率分别为85%、15%（*P*=0.004）。

###### 8色多参数流式细胞术检测微小残留病（MRD）阴性与阳性多发性骨髓瘤患者的临床特征比较

  临床特征                              MRD阴性组（36例）     MRD阳性组（18例）     统计量   *P*值
  ----------------------------------- --------------------- ---------------------- -------- -------
  性别（例，男/女）                           67/33                 56/44           -0.790   0.425
  年龄［岁，*M*（范围）］                 60（37～76）           62（47～75）       1.277    0.202
  β~2~微球蛋白［mg/L，*M*（范围）］    3.37（0.40～31.70）   6.02（2.28～35.90）    2.809    0.005
  HGB［g/L，*M*（范围）］                 97（58～146）         100（52～120）      -1.716   0.086
  白蛋白［g/L，*M*（范围）］           33.7（22.0～48.4）     37.6（22.1～50.2）    0.707    0.480
  血肌酐［µmol/L，*M*（范围）］        76.1（22.7～678.5）   101.3（51.7～820.0）   1.853    0.064
  血清LDH［U/L，*M*（范围）］            161（82～351）        182（80～1 805）     0.752    0.452
  血清钙［mmol/L，*M*（范围）］        2.15（1.78～2.75）     2.29（1.64～4.80）    1.019    0.308
  最佳缓解状态［例（%）］                                                           0.178    0.673
   完全缓解                                26（72.2）             12（66.7）                
   严格意义的完全缓解                      10（27.8）             6（33.3）                 

![8色多参数流式细胞术检测微小残留病（MRD）阴性与阳性多发性骨髓瘤患者的总生存（A）和无进展生存（B）曲线](cjh-40-02-156-g001){#figure1}

2．亚组分析：以65岁为界，\<65岁者40例，≥65岁者14例。40例\<65岁患者中，MRD阴性与阳性患者的中位PFS时间（未达到对16.4个月，*P*=0.001）及中位OS时间（未达到对32.4个月，*P*=0.005）差异均有统计学意义，而在≥65岁组中，MRD阴性及阳性患者的OS、PFS差异均无统计学意义（*P*值分别为0.480、0.488）。

32例国际分期系统（R-ISS）Ⅱ期患者中，MRD阴性与阳性患者中位PFS时间差异有统计学意义（未达到对16.8个月，*P*=0.002），中位OS时间差异无统计学意义（未达到对32.4个月，*P*=0.083）。R-ISS Ⅰ期和Ⅲ期患者均7例，未进行统计学分析。

在38例CR患者中，MRD的出现与较短的PFS时间（未达到对18.7个月，*P*=0.003）以及OS时间（*P*=0.036）相关。16例sCR患者中无一例死亡，仅MRD阴性组1例出现疾病进展。

38例患者接受了PCD方案化疗，另外16例接受了CTD方案化疗。PCD组9例（23.6%）和CTD组4例（25.0%）出现了疾病进展。尽管两组中不同MRD状态中位OS时间差异无统计学意义（PCD：*P*=0.064；CTD：*P*=0.724），但PCD组及CTD组MRD阴性患者中位PFS时间（PCD：未达到对18.7个月，*P*=0.012；CTD：未达到对16.6个月，*P*=0.001）均高于MRD阳性患者。

3．预后因素分析：由于病例数有限，大多数常规阴性标志物在PFS单因素分析中并未成为显著的预后因素。在单因素分析中，除了MFC MRD阳性外，还有4个因素被认为对PFS有不利影响：HGB\<100 g/L、ALB≤35 g/L、LDH\>271 U/L、血清Ca^2+^\>2.65 mmol/L。多因素Cox回归结果见[表2](#t02){ref-type="table"}，MFC MRD阳性（*P*=0.005，*HR*=5.948，95%*CI* 1.727\~20.487）是PFS的独立危险因素。

###### 影响多发性骨髓瘤患者无事件生存的多因素Cox回归分析

  因素                   *HR*      95% *CI*      *P*值
  --------------------- ------- --------------- -------
  MFC MRD阳性            5.948   1.727\~20.487   0.005
  白蛋白≤35 g/L          1.717   0.427\~6.899    0.446
  HGB\<100 g/L           3.376   0.709\~16.065   0.126
  LDH\>271 U/L           2.739   0.448\~16.723   0.275
  血清钙\>2.65 mmol/L    3.043   0.290\~31.909   0.353

注：MFC MRD：8色多参数流式细胞术检测微小残留病

讨论 {#s3}
====

MFC可识别浆细胞异常抗原的表达并精确判断克隆性，常用于MM患者MRD的检测，以评价治疗的有效性并预测预后。最初，MRD的检测常采用4色MFC，而6色或8色MFC能提高对MRD检测的敏感度[@b3]。目前8色MFC检测MRD的灵敏度可达10^−5^，若结合新型软件可使得MRD检测的精确度更高[@b4]。8色MFC因其检测特异度、灵敏度良好及其在临床使用中有较好的适用性而受到关注，其在MM中检测MRD的价值已被证实[@b5]。在本研究中我们获取的细胞数为500 000个，检测低限为0.01%，采用的是一组以CD38/CD138对浆细胞进行设门，同时检测胞膜抗原CD45、CD19、CD56、CD27及胞质轻链κ、λ的8色抗体组合，均采用被验证过的抗体组合，灵敏度较高。

既往研究表明，MM患者的缓解深度及其缓解持续时间与预后密切相关。在Rawstron等[@b6]的临床研究中，ASCT后100 d获得MRD阴性的患者预后明显优于MRD阳性患者[@b6]。在一项前瞻性的Ⅲ期临床试验中，MRD阴性组患者PFS时间更长（59个月对29个月，*P*\<0.001）[@b7]。目前影响MRD的因素尚不确定，我们比较了MRD阴性与阳性患者的临床参数，两组患者在性别、年龄、HGB、ALB、sCr、LDH和最佳缓解状态间差异无统计学意义，而两组患者β~2~-MG差异有统计学意义（*P*=0.005）。β~2~-MG是Ⅰ类主要组织相容性抗原（MHC）轻链的组成部分，骨髓瘤细胞也分泌β~2~-MG，因此，β~2~-MG水平与骨髓瘤细胞总量有关。由于β~2~-MG相对分子量小（仅12 000），主要由肾脏排出和重吸收，因此，β~2~-MG也是检测肾损伤的相关指标，肾功能不全亦被认为是骨髓瘤的预后不良指标[@b8]，因此MM初诊时若β~2~-MG较高，不仅会影响患者治疗方案的选择，并且常常提示患者预后不佳，也可能会进一步影响MRD的状态。

我们的研究结果显示，MRD阴性患者PFS及OS存在优势。在亚组分析中，\<65岁达到MRD阴性的患者PFS及OS时间明显长于MRD阳性患者。然而，≥65岁的患者中，MRD阴性与阳性组在PFS及OS方面差异无统计学意义。考虑可能为老年患者耐受性差、化疗不良反应性大、更加恶性的肿瘤细胞学特征以及不具备移植条件有关。随着患者年龄的增长，机体开始衰老，逐渐出现各个脏器的功能减退以及躯体或认知功能障碍，因此老龄患者合并症多，化疗相关死亡率高，我们应该在老年患者治疗前进行健康状况评估，从而实施个体化诊疗[@b9]。对健康状况差的患者，仍需要积极使用新药化疗，使得患者达到最佳的缓解疗效，从而延长患者的PFS及OS时间。

Usmani等[@b10]报道，高风险患者的CR率并不低于低风险患者，然而，两组的CR维持时间的差异是显著的，高风险患者的PFS和OS时间较低风险患者更短[@b11]。在Rawstron等[@b6]的研究中，高危和标危遗传学患者的MRD转阴率相似，在高危和标危亚组评估分析时，MRD状态可以预测PFS（标危组：33.7个月对44.2个月，*P*=0.014；高危组：8.7个月对15.7个月，*P*=0.009）。在我们的亚组分析中，MRD对R-ISS Ⅱ期患者的PFS时间（未达到对16.8个月，*P*=0.002）有明显的区分。后续我们将增加初诊患者的FISH检查率，同时延长随访时间，进一步评估R-ISS不同分期患者以及各分期之间的OS及PFS时间的差异是否具有统计学意义。

在本研究中，我们评估了MRD在两种诱导方案中的差异性，发现CTD方案中62.5%的患者MRD阴性，而接受硼替佐米治疗的患者中有68.4%的患者MRD转阴。在硼替佐米及沙利度胺组中，MRD阴性患者均具有显著的PFS优势，并且，硼替佐米组MRD阴性有良好的OS趋势。说明PCD方案可提高MM患者的缓解深度和改善患者的生存，这均与国外文献报道数据一致[@b12]--[@b14]。CTD方案在PFS方面差异有统计学意义，说明大部分患者能从该方案中获益，且该化疗方案相对温和，耐受性好，对经济条件有限的MM患者也不失为较好的选择。

少数患者在临床CR和MRD分析之间存在不一致。在整体治疗临床试验1（TT1）和TT2的数据中，有68例符合临床CR，其中64例证明为MRD阴性；在17例非CR患者中，3例被认为是MRD阴性[@b15]。研究表明，sCR且MRD阴性的患者的预后是最有利的（3年PFS率为95%），CR且MRD阴性其次[@b16]。我们同时比较了CR以及sCR患者中MRD阴性或阳性患者的PFS和OS，CR且MRD阴性的患者的预后是有利的，sCR组尚未出现死亡事件，并且仅MRD阴性组1例患者出现疾病进展，提示深度缓解的患者预后更佳。将sCR与MRD状态相结合，对患者的预后能产生更长远的影响。本研究的随访时间相对偏短，病例数较少，需要更进一步的研究，这也同时说明将疗效评估标准与MRD状态相结合，可以更精准地预测患者的预后。

综上，MRD能更敏感、更深层次反映疾病的缓解深度，且与疾病预后密切相关。监测MRD可以用于评估治疗效率、观察疾病控制程度、判断患者预后，达到MRD阴性状态及其持续时间的长短应被视为MM治疗的最终目标。本研究为回顾性研究，且病例数相对较少，未来需要更多的前瞻性大样本研究针对性探讨MRD缓解的临床意义，并进一步指导MM的个体化治疗。
